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resumo 
 
O anticoagulante lúpico é um anticorpo adquirido, frequentemente associado a 
tromboses venosas e/ou arteriais e complicações na gravidez, que interfere 
com os testes de coagulação dependentes dos fosfolípidos. A sua detecção 
laboratorial é baseada em critérios definidos pelo Subcomité de Anticoagulante 
Lúpico/ Anticorpos Anti-Fosfolípidicos do Comité Científico de Normalização da 
Sociedade Internacional de Trombose e Hemostase (2009). Os mesmos 
recomendam a utilização de dois testes em simultâneo com distintos princípios 
analíticos e diferentes concentrações de fosfolípidos. No presente trabalho 
avaliou-se o comportamento de dois regentes comerciais (Lúpus Anticoagulant 
da Siemens e Silica Clotting Time da Hemosil) na detecção laboratorial do 
anticoagulante lúpico. Dado o reduzido número de amostras positivas 
recomenda-se o prolongamento do estudo. Os reagentes mostraram um grau 
de concordância excelente, no entanto, numa análise preliminar o reagente 
Silica Clotting Time mostrou uma maior capacidade de detecção. De acordo 
com esta observação foram propostos critérios de utilização dos dois 
reagentes na rotina do Laboratório de Hematologia do Serviço de Patologia 




























antiphospholipid syndrome, lupus anticoagulant, sílica cltting time, viper venom 




Lupus anticoagulants are acquired circulating anticoagulants that interfere with 
phospholipid -dependent coagulation tests and are frequently associated with 
thromboembolic disorders and obstetric complications. Lupus anticoagulants  
are diagnosed according to the criteria proposed by the Scientific and 
Standardization Committee on Lupus Anticoagulant/Antiphospholipid 
Antibodies of the International Society of Thrombosis and Hemostasis (2009).  
They recommend using two tests simultaneously with different analytical  
principles and different concentrations of phospholipids. In this study were 
evaluated the performance of two commercial regents (Lupus Anticoagulant of 
Siemens and Silica Clotting Time of Hemosil) in laboratory detection of LA. 
Given the low number of positive samples is recommended to extend the study. 
Reagents showed an excellent level of agreement, however, a preliminary 
analysis reagent Silica Clotting Time suggests have a greater capacity to 
detect. According to this observation were proposed criteria for use of two 
reagents in routine Hematology Laboratory of Clinical Pathology Service of the 
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1.1 Sistema Hemostático 
 
 
O sistema hemostático protege o sistema vascular e permite que, em caso de 
lesão, os tecidos sejam reparados e as suas funções restabelecidas. É um 
processo rápido e eficiente que preserva a integridade da circulação sanguínea, e 
limita a perda de sangue nos locais de lesão vascular. Estritamente auto regulado 
pelo organismo, evita o desenvolvimento de coágulos extensos e consegue lisa-
los logo após a reparação do dano (1). A sequência de reacções locais que 
culmina no controlo da hemorragia, a partir de um vaso lesado, define-se como 
Hemostase. A multiplicidade de elementos envolvidos neste processo permite 
uma resposta progressiva que pode ser dividida em três fases: resposta vascular, 
hemostase primária e secundária (2). 
 
Resposta vascular: a constrição imediata dos vasos lesados e a constrição 
reflexa das artérias e arteríolas adjacentes, permite a redução do fluxo sanguíneo 
da área afectada e a manutenção das superfícies endoteliais justapostas. Esta 
resposta é transitória e apenas se mostra eficaz nos pequenos vasos da 
microcirculação. A diminuição do fluxo sanguíneo permite a activação de contacto 
das plaquetas e dos factores da coagulação. 
 
Hemostase primária: no seu estado basal, as plaquetas têm um contorno 
discoidal e não apresentam interacções com o meio envolvente. Contudo, após 
uma lesão vascular iniciam, de uma maneira rápida, uma série de alterações 
estruturais e metabólicas. A membrana plaquetar é constituída basicamente por 
uma dupla camada fosfolípidica com os extremos hidrófobos localizados no centro 
da mesma (3). Durante a activação plaquetar ocorre um reordenamento molecular 
com transferência do fosfolípido fosfatidilserina para a superfície da membrana 
plaquetar, constituindo um suporte de carga negativa, sobre o qual se vai 
desenrolar o processo de coagulação (hemostase secundária). Alguns destes 
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fosfolípidos participam também na síntese de mediadores essenciais para a 
agregação plaquetar como o tromboxano A2. De uma maneira simplificada a 
hemostase primária compreende (4) (Figura 1):  
- Alteração da morfologia das plaquetas, tornando-se espiculadas, e expressão de 
fosfolípidos de carga negativa à sua superfície (fosfatidilserina). 
- Adesão das plaquetas ao subendotélio através da Glicoproteina I b (GPIb). 
- Libertação do conteúdo de granulações citoplasmáticas das plaquetas (grânulos 
α e densos), com libertação de Adenosina Difosfato (ADP) que vai amplificar o 
processo de agregação. 
- Expressão de receptores de superfície (glicoproteínas II b/IIIa - GPIIb/GPIIIa) 
que possibilita a ligação a outras plaquetas por intermédio do fibrinogénio e do 
factor de von Willebrand (vWF). A trombina, tromboxano A2 e ADP são os 
principais responsáveis pela amplificação do processo, que resulta na formação 
do trombo plaquetar cujo efeito hemostático é transitório. 
 
 
        Figura 1 - Adesão e agregação plaquetar (4). (       = fosfatidilserina) 
 
 
Hemostase secundária: A activação dos factores da coagulação ocorre 
simultaneamente à activação das plaquetas. Em 1964, Macfarlene, e Davie e 
Ratnoff propuseram o modelo da “cascata” (Figura 2) para explicar a fisiologia da 
coagulação do sangue (5-6), segundo o qual, a coagulação ocorre por meio de 
activação proteolítica sequencial de pró-enzimas por proteases do plasma, 
resultando na formação de trombina que, então, converte a molécula de 
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fibrinogenio solúvel em fibrina insolúvel (posteriormente degradada em produtos 
de degradação da fibrina pelo sistema fibrinolítico). De acordo com este modelo, a 
coagulação era iniciada por componentes presentes no plasma (via intrínseca) ou 
por reacções dependentes de componentes teciduais (via extrínseca). Estas duas 
vias convergem numa terceira (via final comum), cujo resultado é a formação de 
fibrina, a qual, ao formar uma rede com o tampão plaquetar inicial irá torná-lo 
mais resistente e duradouro, a fim de restaurar o fluxo sanguíneo normal (7). 
 
 
Figura 2 - Esquema da cascata da coagulação proposto na década de 1960, com a 
divisão do sistema da coagulação em duas vias. CAPM: Cininógeneo de Alto Peso 
Molecular; PK: Pré-Calicreína (2). 
 
 
Actualmente, e sob o ponto de vista fisiológico a divisão da cascata em duas vias 
independentes é inadequada. Com este modelo não se compreendia, por 
exemplo, como é que um indivíduo portador de deficiência de factor XII não 
apresentava manifestações hemorrágicas, e estas eram evidentes numa 
deficiência de factor VIII ou IX. Sabe-se hoje, que, os mecanismos hemostáticos 
fisiologicamente relevantes estão associados a três complexos enzimáticos pró-
coagulantes, que envolvem serino-proteases dependentes da vitamina K (factores 
II, VII, IX e X) associadas a co-factores (factor V e VIII) (2). A nova hipótese de 
coagulação in vivo, considera apenas uma via em que todos os factores 
interferem, onde a trombina tem um papel amplificador e central em todo o 
processo (activação de factores, agregação, fibrinólise) (8) (Figura 3). 




Figura 3 - Visão actualizada da cascata da coagulação (setas a vermelho = feedback 
positivo; PL: fosfolípidos; Ca2+: cálcio) (4). 
 
As reacções bioquímicas da coagulação requerem o envolvimento dos 
fosfolípidos das membranas plaquetares e de iões de cálcio, sendo estritamente 
controladas por proteínas inibitórias, que actuam como anticoagulantes naturais. 
As mais importantes são a proteína C, a proteína S, a antitrombina III e o factor 
inibidor da via do factor tecidual. O sistema hemostático é um equilíbrio entre 
mecanismos coagulantes e anticoagulantes associados a um processo de 














Figura 4 - Visão geral do Sistema Hemostático (1). 
Anabela Carvalho 2010 5 
 
No entanto, os testes de avaliação laboratorial da hemostase continuam a basear-
se no modelo inicialmente proposto por Macfarlene e Davie e Ratnoff em 1964, 
pelo que, a divisão da cascata da coagulação continua a ter muita importância 
sob o ponto de vista clínico. 
 
 
1.2 Avaliação laboratorial da hemostase 
 
 
A qualidade da amostra é determinante para uma correcta interpretação dos 
testes de coagulação. A colheita de sangue deve ser a menos traumática 
possível, com o mínimo de estase venosa, dado que a punção expõe o factor 
tecidual, capaz de activar a coagulação. O citrato de sódio é utilizado como 
anticoagulante na proporção 9:1 (2). O sangue citratado é depois centrifugado 
durante quinze minutos a 3000rpm, de modo a obter-se plasma pobre em 
plaquetas, a partir do qual se faz o estudo laboratorial da coagulação.  
 
A evolução tecnológica tem proporcionado ao longo do tempo, o desenvolvimento 
de novas metodologias em laboratórios de análises clínicas. Estas permitem 
avaliar e identificar os defeitos da coagulação, fornecendo ao clínico informações 
preciosas para o diagnóstico e monitorização da terapêutica anticoagulante. Os 
testes utilizados na avaliação laboratorial da hemostase classificam-se em 
funcionais (determinam a actividade das proteínas a maior parte das vezes por 
coagulometria ou turbidimetria) e imunológicos (detectam a presença das 
proteínas com base em anticorpos específicos por imuno-ensaios).  
 
O Tempo de Protrombina (TP) e o Tempo de Tromboplastina Parcial Activado 
(TTPA) são dois testes coagulométricos rotineiramente utilizados na avaliação 
inicial da hemostase. O TP determina o tempo que um plasma citratado pobre em 
plaquetas demora a coagular, após adição do factor tromboplastina tecidual e de 
cálcio. Avalia a via extrínseca e comum da coagulação. O TTPA é o tempo que 
um plasma citratado pobre em plaquetas demora a coagular após adição de um 
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activador dos factores de contacto, cálcio e fosfolípidos. É um teste que avalia a 
eficiência das vias intrínseca e comum da coagulação (Figura 5).  
 
Figura 5 - Factores da coagulação avaliados pelo TTPA e TP (2). 
 
Os resultados dos tempos de coagulação podem ser alterados por vários factores 
(fármacos, deficiência de factores, presença de inibidores). Tempos de 
coagulação prolongados devem repetir-se, misturando partes iguais de plasma 
normal com plasma do doente. Em caso de deficiência de factores o tempo de 
coagulação é corrigido pela adição de plasma normal (que repõe os factores em 
falta no plasma da amostra). Contudo, o mesmo não acontece se o 
prolongamento do tempo de coagulação for devido à presença de inibidores. O 
presente trabalho aborda um inibidor que prolonga in vitro as provas da 
coagulação dependentes de fosfolípidos: o Inibidor Tipo Lúpus ou Anticoagulante 




1.3 Sindrome anti-fosfolipídico 
 
 
O SAF é considerado uma alteração do sistema imunológico, englobada no grupo 
das doenças auto-imunes, caracterizada por eventos trombóticos em associação 
com a presença, no sangue, de auto-anticorpos dirigidos contra os fosfolípidos ou 
proteínas plasmáticas aderentes aos fosfolípidos (anticorpos anti-fosfolípidicos), 
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fundamentalmente os anti-cardiolipina, anticoagulante lúpico e anti-β2 




1.3.1 Anticorpos anti-fosfolípidicos 
 
 
Os Anticorpos Anti-Fosfolípidicos (AAF) são um grupo muito heterogéneo de 
imunoglobulinas IgG e/ou IgM, que se desenvolvem espontaneamente ou como 
consequência de doenças imunes, dirigidas contra fosfolípidos de carga negativa 
ou contra fosfolípidos unidos a proteínas plasmáticas (protrombina e β2-
glicoproteína I). 
 
 Em 1990, três grupos de investigadores independentes uns dos outros, 
descobriram que os anticorpos anti-cardiolipinas necessitam de uma proteína 
denominada β2-Glicoproteína I (β2GPI) para poderem fixar-se à cardiolipina. 
Desde então, muitos outros co-factores foram identificados e analisados (a α2-
glicoproteína I, anexina V, protrombina, proteína C, proteína S, factor H, 
complemento 4, cininogénio, factor XI, e a precalicreína) (10-12). Estima-se que 
1-5% dos indivíduos saudáveis, da população mundial tenham anticorpos anti-
fosfolípidicos (13).  
 
Clinicamente, a identificação destes auto-anticorpos coloca o problema no campo 
das patologias auto-imunes, permitindo o acesso a tratamentos mais específicos 
e altamente eficazes. São considerados anticorpos não patogéneos os dirigidos 
contra fosfolípidos puros. Estes ocorrem classicamente na sífilis, podendo 
também surgir noutras doenças infecciosas tais como a malária, síndrome da 
imunodeficiência humana, hepatite C, leishamaniose e vírus do Epstein-Barr (11).  
Os anticorpos anti-fosfolípidicos com importância clínica, e, por isso, os mais 
frequentemente pesquisados em laboratório de rotina são: os anticorpos anti-
cardiolipinas, anticoagulante lúpico e anti-β2 glicoproteína I. Destes, como já 
referido anteriormente, o presente trabalho aborda o anticoagulante lúpico. 
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1.3.2 Anticoagulante lúpico  
 
 
Considerado um inibidor adquirido da coagulação, o anticoagulante lúpico, 
prolonga in vitro os tempos de coagulação dependentes de fosfolípidos, por 
neutralização dos fosfolípidos dos reagentes utilizados em hemostase. 
Paradoxalmente, in vivo, a sua presença está associada a quadros clínicos de 
tromboses venosas e/ou arteriais, com necessidade de tratamento anticoagulante 
específico (14-15).  
 
O seu efeito anticoagulante, in vitro, foi descrito pela primeira vez em 1946 em 
pacientes com púrpura trombocitopénica imune. A sua associação frequente, que 
lhe valeu o nome, com Lúpus Eritematoso Sistémico (LES) foi citada por Conley e 
seus colaboradores entre 1948-1952, em pacientes com Veneral Disease 
Research Laboratory (VDRL) falsamente positiva, mas sempre com definição 
hemorrágica, tal como esperado por um anticoagulante (12). No entanto, em 1963 
Bowie e outros, descreveram quatro casos de LES com trombose, apesar da 
presença de um inibidor da coagulação, mais tarde, em 1972, denominado de 
anticoagulante lúpico. Esta foi a primeira afirmação clara do paradoxo deste 
anticorpo. Em 1983 associou-se definitivamente a presença do AL com trombose 
(11, 16).  
 
Este inibidor está fortemente associado a diagnósticos de SAF, LES, tromboses 
venosas e arteriais e abortos de repetição, entre outras manifestações clínicas 
das quais se podem destacar: linfoma, púrpura trombocitopénica imune, livedo 
reticulares, atrasos de crescimento intra-uterino, anemia hemolítica, hipertensão 
pulmonar, síndrome de Raynaud, cefaleias, epilepsia e mielite transversa (17). 
 
A correlação entre trombose in vivo e o prolongamento dos tempos de coagulação 
in vitro, é uma característica marcante deste anticorpo. Não estão definidos, 
porém, os mecanismos exactos pelos quais os anticorpos anti-fosfolípidicos 
actuam. Existem no entanto, algumas hipóteses que tentam explicar o mecanismo 
pelo qual os anticorpos circulantes reagem com os fosfolípidos intracelulares. 
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1.3.3 Mecanismos de acção dos anticorpos anti-fosfolípidicos 
 
 
A maioria dos componentes do sistema hemostático parece estar envolvida na 
patogenecidade dos AAF, incluindo a cascata da coagulação, a activação e a 
agregação plaquetar. A interferência em qualquer um desses elementos pode ser 
um possível mecanismo de alteração hemostática: diminuição da actividade das 
proteínas C, S e antitrombina III, indução de apoptose, interferência com a função 
de outros inibidores da coagulação como anexinas e β2-Glicoproteína (14, 17-20). 
Tais alterações geram quadros clínicos que caracterizam o SAF. 
 
 
1.3.4 Aspectos clínicos do síndrome anti-fosfolípidico 
 
 
O SAF apresenta um conjunto muito vasto de manifestações clínicas que 
resultam da elevada heterogeneidade dos AAF, estando mesmo, algumas dessas 
manifestações, mais associadas a determinado tipo de anticorpos anti-
fosfolípidicos (21). No entanto, encontra-se descrito na literatura como SAF do 
anticorpo negativo, casos onde não há identificação desses anticorpos no 
momento do evento trombótico (22). Ocorre mais frequentemente no sexo 
feminino devido à sua associação com o LES e outras doenças do tecido 
conjuntivo, que também apresentam uma maior incidência nas mulheres.  
 
As manifestações clínicas mais frequentes são as tromboses venosas e arteriais e 
os abortos de repetição, entre outras (manifestações hematológicas, 
dermatológicas, cardíacas, neurológicas e renais). Pode ainda ocorrer como 
síndrome anti-fosfolípidico catastrófico ou associado a outras doenças auto 
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1.3.4.1Tromboses venosas e arteriais 
 
 
A trombose é entendida como um desequilíbrio da hemostase, que conduz à 
formação de um coágulo de fibrina no interior de um vaso sanguíneo, arterial e/ou 
venoso. É provavelmente a manifestação clínica mais frequente nos pacientes 
com SAF, tendo estes, muitas vezes, necessidade de recorrerem a terapia 
anticoagulante específica. Os eventos trombóticos, relacionados com o SAF, 
estão presentes em quase toda a árvore vascular, sendo as veias superficiais e 
profundas dos membros inferiores os locais mais frequentes de trombose venosa, 
e o acidente vascular cerebral isquémico, a forma mais comum de trombose 
arterial, observada nos pacientes portadores de anticorpos anti-fosfolípidicos. A 
avaliação diagnóstica do paciente para determinar a causa de distúrbios 
trombóticos deve incluir, a pesquisa laboratorial de AAF (19, 23-24).  
 
 
1.3.4.2 Abortos de repetição 
 
 
As mulheres com anticorpos anti-fosfolípidicos têm 50% de hipótese de 
apresentarem abortos de repetição. Estes, são facilmente explicados pela 
ocorrência de tromboses placentarias. Os anticorpos anti-fosfolípidicos também 
podem estar associados com o aumento na incidência de complicações 
obstétricas e pós-natais, incluindo a pré-eclâmpsia, sofrimento fetal, atraso do 
crescimento intra-uterino, parto prematuro e eventos trombóticos maternos no 
período pós-parto (19-20). 
 
 
1.3.4.3 Manifestações hematológicas 
 
 
As alterações hematológicas no SAF incluem a trombocitopenia (geralmente 
moderada sem a ocorrência de hemorragia) e a anemia hemolítica auto-imune 
(ocorre em cerca de 30% dos pacientes com esta patologia) (19). 
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1.3.4.4 Manifestações dermatológicas 
 
 
As manifestações dermatológicas no SAF incluem o livedo reticularis, 
tromboflebites superficiais, úlceras cutâneas dos membros inferiores, piodermites, 
cianose distal dos dedos, e necrose cutânea generalizada (19). 
 
 
1.3.4.5 Manifestações cardíacas 
 
 
 As anormalidades cardíacas são comuns nos pacientes com SAF, sendo 
caracterizadas pela presença de vegetações, regurgitação e estenose valvulares. 
A insuficiência valvular, a trombose das artérias coronárias e a endocardite de 
Libman-Sacks também podem ocorrer (19). 
 
 
1.3.4.6 Manifestações neurológicas 
 
 
As anomalias neurológicas associadas aos AAF, mais frequentes, incluem 
acidentes isquémicos cerebrais, transitórios e acidentes vasculares, cerebrais, 
isquémicos, não embólicos, doenças obstrutivas dos vasos da retina, cefaleias, 
síndrome de Sneddon, convulsões, mielite transversa e neurite óptica (19). 
 
 
1.3.4.7 Manifestações renais 
 
 
Normalmente, ocorrem oclusões vasculares, manifestando-se através de 
hipertensão arterial, perda insidiosa da função renal (mesmo na ausência da 
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1.3.4.8 Síndrome anti-fosfolípidico catastrófico 
 
 
É uma manifestação séria e muitas vezes fatal, caracterizada por enfartes 
disseminados, desenvolvidos em dias ou semanas, com falência orgânica múltipla 
dos órgãos (25-26). A maioria dos pacientes com esta manifestação relata uma 
história de LES leve ou inactivo com ou sem história anterior de SAF, e 
apresentam títulos de anti-cardiolipina IgG elevados e AL positivo. Um factor 
precipitante, tal como uma infecção viral, utilização de medicamentos ou o 
período pós-parto, pode estar presente em alguns casos (19). 
 
 
1.3.4.9 Lúpus eritematoso sistémico  
 
 
O Lúpus Eritematoso Sistémico é considerado uma doença pleiomórfica, de 
etiologia desconhecida, caracterizada pela produção de auto-anticorpos não 
específicos dirigidos contra antigénios nucleares. Ocorre predominantemente nas 
mulheres jovens em idade reprodutiva (27). Um estudo recente, realizado em 
Portugal, demonstrou que certos componentes na família dos genes Human 
Leukocyte Antigen (HLA) determinam uma maior probabilidade de desenvolver 
lúpus, enquanto outros revelam um efeito protector (28). A presença de AAF nos 
doentes com LES faz com que estes desenvolvam frequentemente SAF. 
Consequentemente, os mesmos apresentam algumas das manifestações clínicas 
anteriormente referidas, das quais se destacam as tromboses e os abortos de 
repetição (19).  
 
Com um tão vasto conjunto de alterações clínicas e laboratoriais, nem sempre é 
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1.3.5 Avaliação diagnóstica do síndrome anti-fosfolípidico 
 
 
O diagnóstico do SAF é baseado em critérios internacionais de classificação. 
Estes, foram actualizados em 2006 (29) com base nos conhecimentos clínicos, 
laboratoriais e experimentais acumulados desde a sua formulação em 1998 
(Sapporo) (30). De acordo com as actuais orientações, deve estar presente, pelo 





- Trombose vascular (um ou mais episódios de trombose venosa, arterial ou dos 
pequenos vasos, em qualquer tecido ou órgão. Deve ser confirmada por estudos 
de imagem ou histopatologia). No caso de confirmação histopatológica, a 
trombose deve estar presente sem evidências significativas de inflamação na 
parede do vaso. 
- Complicações na gravidez (morte inexplicada de fetos morfologicamente 
normais, depois da décima semana de gestação; nascimentos prematuros de 
recém-nascidos morfologicamente normais antes da trigésima quarta semana de 
gestação; três ou mais abortos espontâneos antes da décima semana de 
gestação, depois de excluídas todas as causas de anormalidades 




- Presença de Anticoagulante Lúpico, em duas ou mais ocasiões, com pelo 
menos doze semanas de intervalo, detectado de acordo com as recomendações 
da Sociedade Internacional de Trombose e Hemostase – Subcomité de 
Anticoagulante Lúpico/Anticorpos Anti-Fosfolípidicos (31) 
- Presença do anticorpos anti-cardiolipinas de isotipo IgG e/ou IgM, em duas ou 
mais ocasiões, com pelo menos doze semanas de intervalo, detectados por um 
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teste de Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) padronizado e de acordo 
com os procedimentos recomendados (32-34). 
 
- Presença do anticorpos anti-β2 glicoproteína I de isotipo IgG e/ou IgM, em duas 
ou mais ocasiões, com pelo menos doze semanas de intervalo, detectados por 
um teste de ELISA padronizado e de acordo com os procedimentos 
recomendados (35). 
 
Os resultados laboratoriais só podem ser valorizados a partir da décima segunda 
semana após o evento clínico (e nunca mais de 5 anos depois) caso contrário o 
evento pode produzir um resultado falso positivo. 
Assim, o diagnóstico laboratorial de SAF engloba a pesquisa de anticorpos anti-
cardiolipinas, anti-β2 glicoproteína I e anticoagulante lúpico. O presente trabalho 
aborda a pesquisa laboratorial do anticorpo anticoagulante lúpico. 
 
 
1.3.6 Detecção laboratorial do anticoagulante lúpico 
 
 
São inúmeras as variáveis que podem afectar os ensaios laboratoriais na 
detecção de AL. Entre elas, o conteúdo e tipo de fosfolípidos dos reagentes, o 
activador, a preparação do plasma, a expressão dos resultados e os valores de 
cut-off influenciam fortemente os resultados. Além disso, as incertezas sobre os 
seus mecanismos de acção aliadas ao largo espectro de anticorpos e á ampla 
variação da especificidade dos seus epitopos, continua a ser a maior dificuldade 
na obtenção de material de referência. Como consequência, é descrita uma 
grande variabilidade no desempenho dos laboratórios clínicos, no que diz respeito 
à sensibilidade e especificidade dos testes utilizados na detecção do AL (36-38), 
pelo que, as taxas de falsos positivos e falsos negativos continuam relativamente 
altas. Os primeiros merecem especial atenção, dado que sujeitam os pacientes a 
terapias anticoagulantes orais longas e desnecessárias (39). 
 Com tantas variáveis a influenciar os resultados dos testes AL, tornou-se 
necessário estabelecer critérios de orientação. Em 1995, o Subcomité de 
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Anticoagulante Lúpico/Anticorpos Anti-Fosfolípidicos, efectuou uma revisão dos 
critérios de orientação da detecção laboratorial do AL (40) os quais, foram 
recentemente revistos e publicados (2009) (31)(Anexo I). O actual Subcomité 
reconheceu que as orientações, publicadas em 1995, foram extremamente úteis, 
no entanto, considerou apropriado fornecer detalhes adicionais e especificações à 
luz dos novos conhecimentos e experiência acumulada. Destas destaca-se a 
colheita e preparação da amostra, a selecção dos pacientes, os testes utilizados, 
e a expressão dos resultados.  
 
 
1.3.6.1 Colheita e preparação da amostra 
 
 
A colheita de sangue deve ser feita para tubos com citrato de sódio, na proporção 
de 9:1, e efectuada antes do inicio de qualquer droga anticoagulante ou num 
período após a sua suspensão.  
 
A detecção laboratorial do anticoagulante lúpico passa inevitavelmente pela 
preparação adequada das amostras. As plaquetas residuais dos plasmas afectam 
os testes de coagulação dependentes de fosfolípidos. Através da exposição dos 
fosfolípidos aniónicos das suas membranas encurtam falsamente os tempos de 
coagulação. Tal interferência é mais evidente em amostras submetidas a 
processos de congelamento (-70ºC) e descongelamento antes da análise (18, 41). 
Para a remoção das plaquetas residuais do plasma recomenda-se a dupla 
centrifugação das amostras (3000 rpm durante quinze minutos). A utilização filtros 
é desaconselhada, dado que introduz variáveis que podem influenciar o teste, tais 
como, o tipo de filtro, perda do factor de von Willbrand e custos adicionais (42). 
 
 
1.3.6.2 Selecção dos pacientes  
 
 
Devem apenas ser sujeitos a testes para pesquisa de AL, os pacientes com 
grande probabilidade de ter SAF, ou os que tenham um TTPA, de rotina, 
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inexplicavelmente alongado. Nos pacientes com teste positivo é imperativo a 
repetição do teste doze semanas após o teste inicial, para confirmação de SAF, 
uma vez que o AL pode surgir transitoriamente (31). 
 
 
1.3.6.3 Testes para a detecção do anticoagulante lúpico 
 
 
Enquanto os anticorpos anti-cardiolipina e anti-β2-Glicoproteína I, são detectados 
em laboratório por imuno-ensaios, o diagnóstico laboratorial do AL é baseado em 
testes funcionais da coagulação, pelo que a terapêutica anticoagulante, pode 
interferir nos resultados.   
 
O TTPA é considerado o teste de triagem laboratorial deste anticorpo, 
encontrando-se prolongado na presença do mesmo. Consoante a quantidade, 
natureza e propriedades físicas dos fosfolípidos utilizados como substitutos das 
plaquetas, assim os diversos reagentes de TTPA, existentes no mercado, 
apresentam maior ou menor sensibilidade ao AL (43). O Subcomité de 
Anticoagulante Lúpico/Anticorpos Anti-Fosfolípidicos recomenda a utilização de 
um TTPA com sílica como activador. Os reagentes de TTPA que utilizam Kaolin e 
ácido Elágico como activadores, não são aconselhados na triagem do AL devido 
ao seu comportamento problemático nos analisadores automáticos, e 
insensibilidade ao AL, respectivamente. 
 
 A detecção laboratorial do AL é complementada com o recurso a técnicas mais 
específicas e sensíveis. Na literatura encontra-se, descrita uma grande 
diversidade de testes para a detecção do AL (18, 44-48). No entanto, nem todos 
são recomendados pelo Subcomité de Anticoagulante Lúpico/Anticorpos Anti-
Fosfolípidicos do Comité Cientifico e de Normalização da Sociedade Internacional 
de Trombose e Hemostase. Historicamente, o Tempo de Veneno da Víbora de 
Russel diluído (TVVRd), descrito pela primeira vez em 1986 (49), é o teste de 
eleição. Baseia-se na activação do factor X por uma fracção do veneno da víbora 
de Russel, juntamente com fosfolípidos. Outro teste a ser considerado é o Silica 
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Clotting Time (SCT) (45). Este contém sílica como activador, que na presença de 


















Figura 6 – Mecanismo de acção dos testes TVVRd e SCT na cascata da coagulação. 
(Ca: cálcio; FL: fosfolípidos). Adaptado da bula dos kits Silica Clotting Time (Hemosil) e 
Lúpus Anticoagulant (Siemens). 
 
Os seguintes testes, embora estejam descritos na literatura, não são 
recomendados actualmente: tempo de protrombina diluído, devido à variabilidade 
dos reagentes de tromboplastina existentes no mercado, ensaios baseados em 
venenos de serpentes como a Ecarina e a Textarina, uma vez que não existem 
Kits comercias padronizados, e o Tempo de Coagulação Kaolin, devido á sua 
baixa reprodutibilidade, quando comparado com outros testes (48). 
 
Um dos pontos actualizados, pelo actual Subcomité de Anticoagulante 
Lúpico/Anticorpos Anti-Fosfolípidicos, tem por base o elevado espectro dos 
anticorpos AL e dos seus epitopos, e consequentemente a não existência, de um 
teste capaz de detectar todos os tipos de AL. Assim, é recomendada a utilização 
de duas metodologias em simultâneo, com distintos princípios analíticos e cada 
uma com diferentes concentrações de fosfolípidos. O primeiro teste a ser 
considerado é o tempo de veneno da víbora de Russel diluído, o segundo é um 
teste de Silica Clotting Time (SCT). Ou seja, na prática laboratorial as amostras 
devem ser submetidas a quatro testes em simultâneo: TVVRd screening e 
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confirmatório, e SCT screening e confirmatório (Figura 6). Sendo que, os ensaios 
de screening possuem baixa concentração de fosfolípidos (os anticorpos AL, 
presentes nas amostras, reagem com os fosfolípidos prolongando o tempo de 
coagulação), e os confirmatórios elevada concentração (estes fosfolípidos 
adicionais neutralizam os anticorpos AL corrigindo, assim, o tempo de coagulação 
da amostra). Os resultados inicialmente positivos devem ser posteriormrnte 
confirmados por teste de mistura. A amostra é considerada positiva para o AL, se 
um dos dois testes der resultado positivo. 
 
 
1.3.6.4 Expressão dos resultados 
 
 
Os resultados podem ser expressos em ratio (tempo de coagulação do 
doente/tempo de coagulação de pool de plasmas normais), para todos os 
procedimentos (screening, confirmatório e mistura), sendo o resultado final 
expresso em ratio normalizado e sempre acompanhados de um comentário 
interpretativo de positivo ou negativo. Um resultado de AL deve sempre ser 
considerado no contexto laboratorial dos outros AAF. Pois a presença de títulos 
médios-altos de anti-cardiolipina e anti-β2-glicoproteína I do mesmo isotipo 
(geralmente IgG), identificam pacientes de alto risco de trombose (31). 
 
 
1.4 Enquadramento do tema 
 
 
A pesquisa de AL, no Laboratório de Hematologia do Serviço de Patologia Clínica, 
dos Hospitais da Universidade de Coimbra (HUC), é efectuada através de um 
teste de triagem (TTPA contendo sílica como activador) e por um outro mais 
específico (TVVRd screening, confirmatório, e respectivas misturas caso 
necessário). Com base nas novas orientações do Subcomité de Anticoagulante 
Lúpico/Anticorpos Anti-Fosfolípidicos do Comité Científico e de Normalização da 
Sociedade Internacional de Trombose e Hemostase, publicadas em Dezembro de 
2009, as quais recomendam a pesquisa do AL por dois métodos, em simultâneo, 
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com distintos princípios analíticos (Tempo de veneno da víbora de Russel diluído 
e Sílica Clotting Time) e diferentes concentrações de fosfolípidos, considerou-se 
oportuno a realização deste trabalho, utilizando pela primeira vez o kit Silica 
Clotting Time (Hemosil) no Laboratório de Hematologia do Serviço de Patologia 






Os objectivos do presente trabalho são os seguintes: 
 
- Avaliar o comportamento de dois reagentes comerciais, Lupus Anticoagulant 
(LA) da Siemens (TVVRd) e Silica Clotting Time da Hemosil (SCTH), na detecção 
do AL, para possível implementação futura deste último. 
 
- Verificar se a percentagem de casos AL positivos aumenta, quando comparada 
apenas com a utilização do teste LA (Siemens). 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 
 
2.1 Caracterização da população em estudo 
O presente estudo incidiu sobre um grupo de 152 pacientes, seguidos em 
diversos Serviços dos Hospitais da Universidade de Coimbra,EPE, aos quais, foi 
solicitado pelo médico assistente e de acordo com a história clínica (Tabela 1), a 
determinação analítica do TTPA e pesquisa da presença de anticoagulante lúpico 
(Reumatologia-26; Hematologia-70; Dermatologia-4; Medicina Interna-14; 
Neurologia-16; Psiquiatria-2; Oftalmologia-1; Gastrenterologia-2; Obstetrícia-12; 
Cirurgia Vascular-1; Pneumologia-4). Destas, 94 eram de pacientes do sexo 
feminino e 58 do sexo masculino, com idades compreendidas entre os 14 e os 87 
anos, média de 46 anos. 
Tabela 1 - Informação clínica da população em estudo. 




Abortos de repetição 12 
Acidente vascular cerebral 8 
Cefaleias 1 
Livedo reticularis 1 
Tromboembolia pulmonar 3 
Trombose venosa profunda 2 
Doença autoimune 1 
Hipertensão pulmonar 1 
Sindrome mielodisplásico 1 
Linfoma 1 
Síndrome de Sjogren primário 1 
Hipertensão arterial 1 
Pancitopenia em estudo 1 
Sem informação clínica 31 
Total 152 
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Foram ainda analisadas duas amostras de controlo de qualidade externo, United 
Kingdom National External Quality Assessment Service (UK NEQAS), o que 
perfaz um total de 154 amostras estudadas. 
 
Além da população em estudo utilizaram-se 10 amostras de dadores de sangue 
(população considerada normal) para a determinação dos valores de normalidade 
do SCTH. O presente estudo decorreu no período compreendido entre o dia 9 de 
Março e 10 de Agosto de 2010. 
 
 A componente laboratorial do estudo foi executada diariamente no Laboratório de 
Hematologia do Serviço de Patologia Clínica dos Hospitais da Universidade de 
Coimbra, EPE, com consentimento do Director de serviço. 
 
 
2.2 Material biológico 
 
 
As amostras de sangue periférico foram recolhidas por punção venosa, nos 
respectivos internamentos e na sala de colheitas do laboratório, para tubos de 
vácuo contendo citrato de sódio a 3,8% (Vacuette). Após a colheita, as amostras 
foram mantidas à temperatura ambiente, sendo posteriormente enviadas para o 







Calibration Plasma (Hemosil): reagente comercial liofilizado, que contém plasma 
humano citratado, preparado a partir de pool de plasmas de dadores de sangue, 
tampão, excipientes e conservantes. Foi utilizado como plasma normal nos testes 
de mistura e como controlo dos tempos de coagulação (TP, TTPA, TVVR SCT), 
segundo as orientações do fabricante. 
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PT-Fibrinogen HS Plus (Hemosil): este reagente contém tromboplastina de 
cérebro de coelho com estabilizadores, polibrene (inibidor da heparina) e tampão. 
Foi utilizado na determinação analítica do TP, segundo as orientações do 
fabricante.   
 
APTT-SP liquid (Hemosil): os reagentes do kit APTT-SP liquid contêm, de entre 
outros, sílica coloidal em dispersão com fosfolípidos sintéticos e cloreto de cálcio. 
A sílica estimula a produção do factor XIIa, e o cloreto de cálcio promove as 
reacções posteriores que conduzem à formação de coágulo. Foi utilizado na 
determinação analítica do TTPA, segundo as orientações do fabricante. 
 
LA 1 e LA 2 (SIEMENS): reagentes comerciais liofilizados que contêm, entre 
outros, fosfolípidos, cálcio e veneno da víbora de Russell. Este último activa 
directamente o factor X da amostra, desencadeando assim a formação de 
coágulo. Na presença de anticorpos AL, os mesmos neutralizam os fosfolipideos 
e prolongam o tempo de coagulação do reagente de rastreio LA1. O reagente de 
confirmação (LA2) possui uma concentração superior de fosfolípidos 
relativamente ao reagente LA 1. Estes fosfolípidos adicionais reagem com os 
anticorpos AL corrigindo, assim, largamente o tempo de coagulação da amostra. 
Para excluir a deficiência de factores, em amostras inicialmente positivas, 
adicionou-se plasma normal ao de teste, na proporção 1:1.Tempos de mistura 
prolongados confirmam a positividade do teste inicial. Estes reagentes foram 
utilizados na detecção do AL como teste de screening (LA 1) e confirmatório (LA 
2), segundo as orientações do fabricante. 
 
Sílica Clotting Time (HemosIL): os reagentes deste Kit contêm, entre outros, 
sílica coloidal em dispersão, fosfolípidos sintéticos e cloreto de cálcio. A sílica na 
presença de cálcio activa directamente a via intrínseca da coagulação, 
conduzindo à formação de coágulo. O SCT Screen possui uma concentração 
baixa de fosfolípidos, o que faz com que o reagente seja altamente sensível à 
presença do AL, alargando o tempo de coagulação na presença deste. Uma alta 
concentração de fosfolípidos no SCT Confirm neutraliza o AL e encurta os tempos 
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de coagulação. Estes reagentes foram utilizados na detecção do AL (teste de 
screening  e confirmatório), segundo as orientações do fabricante. 
 
2.4 Preparação das amostras de sangue periférico 
 
 
 As amostras de sangue foram duplamente centrifugadas, durante quinze minutos 
a 3000 rpm numa centrífuga (Jouan GR422) refrigerada a 160 C, de modo a obter 
plasma pobre em plaquetas, no qual, se efectuou a determinação analítica do 
TTPA, do TVVRd (screening e confirmatório), e do SCT (screening e 
confirmatório). As amostras de dadores de sangue foram tratadas de igual forma, 
e efectuou-se nestas a determinação analítica do TP, TTPA e SCT (screening e 
confirmatório). Para o efeito utilizou-se o analisador de coagulação ACL TOP 700 
da Instrumentation Laboratory (número de série-07010683), segundo as 
orientações do fabricante. Este aparelho mantém as amostras à temperatura 
ambiente, os reagentes a 16º C e incuba os ensaios a 37 º C. 
 
 
2.5 Determinação dos valores de normalidade SCT Screen e SCT Confirm 
 
 
Em dez amostras de plasma citratado, provenientes de doadores de sangue, 
efectuou-se inicialmente a determinação analítica do TP e do TTPA, com vista a 
confirmar que os tempos de coagulação se encontravam dentro dos valores 
normais (estipulados pelo serviço). De seguida, efectuou-se nas mesmas, a 
determinação dos tempos de SCT Screen e SCT Confirm. A média dos resultados 
obtidos em cada teste correspondeu ao valor de normalidade, respectivamente. 
Estes valores foram introduzidos no software do analisador da coagulação, para o 
cálculo dos ratios de acordo com as seguintes equações: 
Ratio do SCT Screen = 
Resultado do doente (segundos) 
Valor de normalidade SCT Screen (segundos) 
                                                                     
Ratio do SCT Confirm = 
Resultado do doente (segundos) 
Valor de normalidade SCT Confirm (segundos) 
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Ratio Normalizado = 
Ratio SCT Screen 
Ratio SCT Confirm 
  
O teste TVVRd já se encontrava implementado no Laboratório de Hematologia do 
Serviço de Patologia Clínica dos Hospitais da Universidade de Coimbra, a 
determinação dos valores de normalidade foi em tudo semelhante ao teste SCT. 
 
 
2.6 Expressão dos resultados e valores de referência  
 
 
Os resultados foram expressos em segundos, para o TTPA (intervalo normal 
compreendido entre 26 a 30 segundos), e em ratio normalizado para os testes do 
TVVRd e SCT, acompanhado de um comentário interpretativo de positivo ou 
negativo. Amostras com ratio normalizado inferior ou igual a 1,20 foram 
consideradas como negativas para AL, e positivas se ratio normalizado superior a 
1,20.   
 
 
2.7 Análise estatística 
 
 
Utilizou-se o teste de diagnóstico para determinar a precisão, a especificidade e a 
sensibilidade dos dois testes. Considerou-se um α <0,05 para a interpretação da 
significância estatística. Utilizou-se o teste Kappa de Cohen para a determinação 
de concordância entre os dois testes (Kappa ≤ 0.2--> Concordância Fraca; 0.2 < 
Kappa ≤ 0.4--> Concordância Moderada; 0.4 < Kappa ≤ 0.6--> Concordância Boa; 
0.6 < Kappa ≤ 0.8--> Concordância Muito Boa; 0.8 < Kappa ≤ 1--> Concordância 
Excelente). 






Das 154 amostras estudadas, 23 foram consideradas positivas, e 131 foram 
consideradas negativas. Destas, 131 foram negativas em ambos os testes (B), 19 
foram positivas nos dois testes (C), 4 foram positivas só no teste SCT (D) e não 
se obtiveram amostras positivas só com o teste LA (A) (Figura 7). Efectuaram-se 




Figura 7 - Ratios normalizados obtidos nos testes LA e SCT. (RN LA: ratios normalizados obtidos 




Das amostras positivas 10 eram de doentes com LES, 7 de doentes com 
Trombofília, 3 de doentes com abortos de repetição, 2 de doentes com SAF e 1 
de doente com uma doença auto-imune (Figura 8). As 4 amostras positivas 
apenas com o teste SCT pertencem ao grupo de doentes com Trombofília.  
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Figura 8 – Informação clínica dos doentes com amostras positivas. (TBF: Trombofilia; 
Abort. Rep.: abortos de repetição; DAI: Doença Auto Imune). 
 
O grau de concordância entre os dois testes, obtido pelo teste Kappa de Cohen 
foi de 0,89. 
 
As Tabelas 2 e 3 apresentam os resultados da análise estatística do teste 
diagnóstico: 
 
Tabela 2 - Resultados da análise estatística do teste diagnóstico, tendo como padrão de 
ouro o teste LA. 
 PE IC- IC+ α 
Precisão 97% 95% 100% 0,0251218 
Sensibilidade 100% 100% 100% 0 




Tabela 3 – Resultados da análise estatística realizada com o teste diagnóstico, tendo 
como padrão de ouro o teste SCT. 
 PE IC- IC+ α 
Precisão 97% 95% 100% 0,0251218 
Sensibilidade 83% 67% 98% 0,154907 
Especificidade 100% 100% 100% 0 
 
 
(IC-: Intervalo de confiança mínima; IC+: Intervalo de confiança máximo; PE: 
percentagem estatística). 






O AL ganhou um interesse considerável, entre a clínica e o laboratório, baseado 
na observação de Bowie e outros, em 1963, a qual associava a positividade deste 
anticorpo com a possível ocorrência de trombose (50). Estudos posteriores 
confirmaram essa associação, sendo que actualmente testes AL persistentemente 
positivos em doentes com história recente de trombose ou abortos de repetição, 
são classificados com tendo SAF (29) e têm muitas vezes necessidade de 
recorrer a terapias anticoagulantes longas. A anticoagulação a longo prazo não é 
desprovida de risco hemorrágico, pelo que, a detecção laboratorial do AL, 
desempenha um papel crucial no que diz respeito à tomada de decisão sobre se e 
quanto tempo o doente é sujeito a anticoagulantes. Contudo, a elevada 
heterogeneidade destes anticorpos e as incertezas sobre os seus mecanismos de 
acção, dificultam a obtenção de material de referência necessário para a sua 
detecção. Consequentemente não existe disponível no mercado um teste sensível 
a todos os tipos de AL. No entanto, existem critérios de orientação simplificados 
mas extremamente úteis, elaborados pelo Subcomité de Anticoagulante 
Lúpico/Anticorpos Anti-Fosfolípidicos do Comité Científico e de Normalização da 
Sociedade Internacional de Trombose e Hemostase (2009), que ajudam os 
laboratórios a dar uma resposta fiável. Estas orientações, requerem o 
prolongamento de um ou mais testes de coagulação dependentes de fosfolípidos, 
prova de que o mesmo se deve à presença de inibidor e não há deficiência de 
factores e prova de que é dirigido contra fosfolípidos de carga negativa e não 
contra um determinado factor. Para tal, o Subcomité aconselha a realização de 
um teste de triagem (TTPA), teste mistura do TTPA, e dois testes específicos 
realizados em simultâneo (TVVRd e SCT), respectivamente. Com base nestas 
orientações avaliou-se o comportamento de dois reagentes comerciais, LA da 
Siemens (TVVRd) e Sílica Clotting Time da Hemosil, na detecção do AL, em 154 
amostras. Destas, 131 foram consideradas negativas e 23 positivas. Os 
diagnósticos dos doentes com amostras positivas (Figura 8) estão de acordo com 
a literatura. Da observação da figura 9, pode dizer-se que os dois testes foram 
Anabela Carvalho 2010 28 
 
concordantes em 131 amostras negativas (B) e em 19 positivas (C). No entanto, o 
SCTH detectou 4 amostras positivas que o LA considerou negativas (D). A 
literatura justifica esta diferença, pela elevada heterogeneidade dos anticorpos 
AL, indo de encontro ao critério que originou este trabalho, definido pelo 
Subcomité de Anticoagulante Lúpico/ Anticorpos Anti-Fosfolípidicos (18, 31, 36-
38, 43-45). Mesmo assim, estatisticamente, os dois testes apresentam um grau 
de concordância de 0,89, o que revela ser uma concordância excelente. Assim, 
numa primeira análise, o reagente SCTH sugere ter maior capacidade de 
detecção do AL, pois detectou todos os casos positivos do teste LA e mais 4. 
Enquanto o teste LA não detectou nenhuma amostra positiva que fosse negativa 
no SCT. Assim, uma vez que o TVVRd era o teste já utilizado na rotina do serviço 
e historicamente considerado o teste de eleição na pesquisa do AL, considerou-se 
como padrão de ouro e efectuou-se a análise estatística do teste de diagnóstico. 
Observando a tabela 2, obtivemos uma precisão diagnóstica entre os dois testes 
de 97%. Como o SCT detectou todos os casos que foram positivos no LA, obteve-
se uma sensibilidade de 100%. No entanto, devido à discordância das 4 amostras 
negativas no teste LA e positivas no teste SCT, este revelou uma especificidade 
de 97%. Analisando os ratios normalizados dessas amostras, verificou-se que 
eram superiores a 1,4, ou seja são ratios claramente positivos e não influenciados 
pelos valores de cut-off. Além do mais eram amostras provenientes de doentes 
com trombofília as quais, tinham anticorpos anti-nucleares positivos (doença auto-
imune sistémica), tendo ainda uma delas, anticorpos anti-cardiolipina e anti- β 2-
glicoproteína I também positivos. Após esta observação, decidiu-se inverter a 
relação entre os testes transformando o SCT em padrão de ouro. Com efeito, o 
teste LA revelou uma sensibilidade de 83% e uma especificidade de 100%, 
mantendo-se a concordância (97%). No entanto, como a amostragem de casos 
positivos concordantes e discordantes entre os dois testes é pequena, obteve-se 
um α > a 0,05 em alguns parâmetros do teste diagnóstico para ambos os 
reagentes (Tabela 2 e 3). Tal evidência aponta para a continuação do estudo no 
sentido de alargar a amostragem e torná-la mais significativa. Verificou-se ainda 
que das 154 testadas foi necessário efectuar no teste LA 47 testes mistura. De 
acordo com o fabricante o reagente LA1 e LA 2 têm uma estabilidade de 24 horas 
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após a reconstituição, o que implica na rotina diária do serviço um desperdício 
médio de 50% do reagente. No SCTH não foi necessário efectuar nenhum teste 
mistura, e a estabilidade dos reagentes, após reconstituição é cerca de 20 vinte 
dias, o que torna mais prática a sua utilização. Estas diferentes características 
implicam custos adicionais (pool normal, reagentes, cuvetes…) quando se utiliza 
o teste LA. Perante estes dados, considera-se oportuno propor a utilização do 
SCTH como reagente de primeira linha na rotina do serviço do Laboratório de 
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5. CONCLUSÃO E PERSPECTIVAS FUTURAS 
 
O Kit Silica Clotting Time utilizado pela primeira vez no Laboratório de 
Hematologia do serviço de Patologia Clínica dos Hospitais da Universidade de 
Coimbra, EPE, mostrou uma maior capacidade de detecção. Esta característica 
aliada ao seu menor custo e á sua maior estabilidade apontam para a sua 
utilização, na rotina do serviço, como reagente de primeira linha na detecção do 
AL. Mas, dado o reduzido número de casos positivos recomenda-se a 
continuação do estudo. No entanto, numa análise preliminar dos resultados, 
podemos concluir que, os reagentes testados revelam uma concordância 
excelente na detecção do AL. Perante estes dados, e de acordo com as 
recomendações do Subcomité de Anticoagulante Lúpico/Anticorpos Anti-
Fosfolípidicos do Comité Cientifico de Normalização da Sociedade Internacional 
de Trombose e Hemostase, considerou-se oportuno propor novos critérios para a 
detecção do AL na rotina do serviço do Laboratório de Hematologia dos Hospitais 























Figura 9 – Esquema de utilização dos reagentes na detecção laboratorial futura do AL. 
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Summary. One of the conclusions of the subcommitteemeeting
on Lupus Anticoagulant/Phospholipid dependent antibodies,
held in Geneva on 2007, was the need to update the guidelines
on Lupus Anticoagulant (LA) detection. Particular emphasis
was given to several aspects discussed in this official
communication. A new paragraph is dedicated to the patient
selection, and aims to minimize inappropriate requests for LA
testing. Modalities for blood collection and processing are fully
delineated and the choice of tests is limited to dRVVT and a
sensitive aPTT.Calculation of cut-off values for each diagnostic
step are clearly stated. A final paragraph reports the
interpretation of the results in general and in particular
situations.
Keywords: anticoagulants, antiphospholipid syndrome, diag-
nosis, lupus anticoagulant, thrombosis.
These guidelines are intended to update the criteria for the
detection of the presence of lupus anticoagulants (LA) that
were originally proposed by Brandt et al. in 1995 [1]. The
subcommittee on Lupus Anticoagulant/Phospholipid-depen-
dent Antibodies acknowledges that the present guidelines have
been extremely useful during the past 13 years but that it is now
appropriate to provide additional details and specifications in
light of the knowledge and experience that has been accumu-
lated since their publication.
Patient selection
Testing for LA should be limited to patients who have a
significant probability of having the antiphospholipid syn-
drome (APS), or who have unexplained prolonged aPTT in the
course of routine laboratory testing. Appropriateness to search
for LA can be graded according to clinical characteristics into
low, moderate and high. Low: venous (VTE) or arterial
thromboembolism in elderly patients; Moderate: accidentally
found prolonged aPTT in asymptomatic subjects, recurrent
spontaneous early pregnancy loss, provoked VTE in young
patients; and High: unprovoked VTE and (unexplained)
arterial thrombosis in young patients (< 50 years of age),
thrombosis at unusual sites, late pregnancy loss, any throm-
bosis or pregnancy morbidity in patients with autoimmune
diseases (systemic lupus erythematosus, rheumatoid arthritis,
autoimmune thrombocytopenia, autoimmune hemolytic anae-
mia) [2]. Generalized searches performed on blood samples
obtained from asymptomatic individuals or categories of
patients other than described here are highly discouraged to
avoid the risk of obtaining false-positive results that are
relatively common on account of the poor specificity of the
assays. Once a patient has been identified as positive for LA, it
is imperative that testing be repeated on a second occasion
> 12 weeks after the initial testing. It is preferable for samples
to be obtained prior to, or in the absence of, anticoagulant
therapy as this may interfere with the assay. Recommendations
of the subcommittee are summarized in Table 1. How to
determine and interpret cut-off values is described in Table 2.
Explanation and clarification of the recommendations
summarized in Table 1
Numerous variables can affect assays used for LA detection.
Among them, the content and type of phospholipids (PL) in
the reagent mixture, activator, plasma preparation, expression
of results and cut-off values greatly influence the results.
Moreover, as the spectrum of antibodies and their epitope
specificity may vary widely, reference material constitutes a
major problem. As a consequence a high variability in the
performance of clinical laboratories with respect to sensitivity
and specificity of LA tests has recently been reported [3–7]. The
rates of false-positive and false-negative detections remain
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relatively high. The former are of particular concern because
they qualify the patients for long and unnecessary oral
anticoagulant treatment [7].
(A) Blood collection
A3: Double centrifugation of the sample should be performed
to ensure that the sample is platelet poor. This can be achieved
by transferring the plasma after the initial centrifugation
process (2000 g, 15 min, room temperature) to a non-activat-
ing plastic centrifuge tube using a plastic pipette, then
recentrifuging the plasma for an additional 10 min at a higher
speed (> 2500 g). When aliquoting to a secondary tube, take
care to not include the residual platelets thatmay have collected
at the bottom of the centrifuge tube [8]. Plasma filtration is not
recommended as this introduces variables (type of filter,
amount of plasma to be filtered, loss of von Willebrand factor
and added costs [9]. Moreover, the problems of filters avail-
ability and adjunctive costs must be considered.
A4: Freezing of the samples must be performed as quickly as
possible after venipuncture to prevent loss of coagulation
factors. Freezing the plasma in a freezer at )70 C or below is
reasonable.
A5: Before analysis, frozen plasma must be thawed by total
immersion of sample content in a water bath at 37 C for 5 min
to avoid formation of cryoprecipitate and then mixed thor-
oughly before testing.
(B) Choice of the test
B1: The risk of false-positive results is increased to an unaccept-
able level if more than two screening tests are performed.
B2: There is evidence that no single test is sensitive for all LA.
The recommendation is to perform two different tests that
represent different assay principles. Diluted Russell Viper
Table 1 Recommendations for the optimal laboratory detection of lupus
anticoagulant (LA)*
(A) Blood collection
1. Blood collection before the start of any anticoagulant drug or a
sufficient period after its discontinuation
2. Fresh venous blood in 0.109 M sodium citrate 9:1
3. Double centrifugation
4. Quickly frozen plasma is required if LA detection is postponed
5. Frozen plasma must be thawed at 37 C
(B) Choice of the test
1. Two tests based on different principles
2. dRVVT should be the first test considered
3. The second test should be a sensitive aPTT (low phospholipids
and silica as activator)
4. LA should be considered as positive if one of the two tests
gives a positive result
5. For interpretation see Table 2 (screening test)
(C) Mixing test
1. PNP for mixing studies should ideally be prepared in house.
Adequate commercial lyophilized or frozen PNP
can alternatively be used
2. A 1:1 proportion of patient : PNP shall be used,
without preincubation within 30 min.
3. LA can not be conclusively determined if the TT of the test
plasma is significantly prolonged
4. For interpretation see Table 2 (mixing test)
(D) Confirmatory test
1. Confirmatory test(s) must be performed by increasing the
concentration of PL of the screening test(s)
2. Bilayer or hexagonal (II) phase PL should be used to increase
the concentration of PL.
3. For interpretation see Table 2 (confirmatory test)
(E) Expression of results
1. Results should be expressed as ratio of patient-to-PNP for all
procedures (screening, mixing and confirm)
(F) Transmission of results
1. A report with an explanation of the results should be given
*Further explanations and qualifications are reported in the text.
PNP, pooled normal plasma; TT, thrombin time; PL, phospholipids
Table 2 Cut-off values for lupus anticoagulant (LA) detection*
Cut-off values
Screening test
How should this be determined
1. Perform testing on plasmas from healthy donors
2. Take the cut-off as the value above the 99th percentile of the
distribution
Interpretation
1. Results of screening tests are potentially suggestive of LA when
their clotting times are longer than the local cut-off value
Mixing test
How should this be determined
1. Perform testing on plasmas from healthy donors mixed with the
pooled normal plasma (PNP) at 1:1 proportion. Testing should
be performed without pre-incubation within 30 min
2. Take the cut-off as the value above the 99th percentile of the
distribution
3. Alternatively, the cut-offmay be the value of the ICA defined
according to the equation: ICA = [(b ) c)/a] · 100, where a, b
and c are the clotting times of the patient plasma, mixture and
normal plasma, respectively [16]
Interpretation
1. Results of mixing tests are suggestive of LA when their clotting
times are longer than the local cut-off value, or when the ICA is
greater than the local cut-off value
Confirmatory test
How should this be determined
1. Perform testing on plasmas from healthy donors at low (screen)
and high (confirm) phospholipid concentration
2. Take the cut-off as the value corresponding to the mean of the
individual % corrections calculated as defined by the equation
[(screen ) confirm)/screen] · 100
Interpretation
1. Results are confirmatory of LA if the % correction is above the
local cut-off value
*Testing described above must be performed with the local reagent/
coagulometer combination on plasmas from at least 40 adult healthy
donors less than 50 years of age. Do not use cut-off values established
elsewhere even although they refer to the same method and coagulo-
meter.
The clotting time of the confirmatory test in LA positive samples is
not always shortened to within the normal range of controls. To avoid
false-negative results, the Subcommittee recommends confirmatory
tests to be performed in all the normal controls and to use the mean of
obtained clotting times to calculate the percentage of shortening. This
percentage can be used as a cut-off value.
ICA, index of circulating anticoagulant.
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Venom time (dRVVT) is widely used in clinical laboratories
and is believed to be specific for detecting LA in those patients
at high risk of thrombosis [10]. An international External
Quality Assessment Programme for laboratories working in
the field of thrombosis showed that dRVVT is the most robust
test in detecting LA [11].
B3: Any aPTT test performed with silica as an activator and
low PL content is the second test of choice because of its
sensitivity [3,6] for LA. Kaolin as an activator is not
recommended because of its problematic behaviour in auto-
mated coagulometers. Ellagic acid as an activator is not
recommended as a result of its insensitivity for LA. The
Subcommittee does not recommend the following tests: dilute
prothrombin time (dPT) because of variability in thrombo-
plastin reagents; assays based on snake venoms such as Ecarin
and Textarin because there are no standardized commercial
assays available based on this principle; Kaolin Clotting Time
(KCT) as a result of its poorer reproducibility compared with
the other tests available [11].
(C) Mixing test
C1: The pooled normal plasma (PNP) should be prepared ad
hoc (home-made) by double centrifugation to ensure that the
PNP contains minimal residual platelets (< 107 mL)1) and to
ensure approximately 100%activity for all clotting factors. The
material must be stored frozen ()70 C) in small aliquots.
Commercial lyophilizedor frozennormal plasmas canbeused if
they fulfill the above specifications or have otherwise been
validated for use in LA testing. When testing for LA during
pregnancy, normal range(s) of clotting times defined for normal
pregnant women should be considered (aPTT is, in general,
shortenedas a result of high factorVIII levels duringpregnancy,
butalsodRVVTcanchangeforunknownreasons).Noreference
plasma is available. Therefore, established positive and negative
plasmas should be used as controls to validate the assay.
C3: The coagulation time of a mixing test could also be
prolonged because of the presence of heparin or inhibitors to
coagulation factors. The thrombin time (TT) performed on test
plasma or the clinical history of bleeding will help to identify
heparin or specific inhibitors to clotting factors, respectively.
LA screening is not possible if the test plasma is unclottable or
if the content of heparin in the test plasma exceeds the reagent
neutralization capacity. There are commercial dRVVTs and
APTTs containing neutralizers able to quench heparin up to
0.8 U mL)1. Although limited experience is available on the
effect of low-molecular-weight heparin (LMWH), screening for
LA in patients treated with LMWH is possible. It should,
however, be noted that the effect on LA assays may vary
depending on the ratio between factor (F)Xa to FIIa activity of
each LMWH preparation. The effect of direct thrombin or
FXa inhibitors on LA assays is unknown. Whereas hydroxy-
chloroquine may weakly interfere with LA testing directly
affecting the formation of IgG-ß2GPI complexes on phospho-
lipid bilayers [12], aspirin and clopidogrel do not interfere.
(D) Confirmatory test
D2: Freeze/thawed platelets are not recommended as the
source of PL for the confirmatory tests because of poor batch-
to-batch consistency.
(F) Transmission of results
F1: LA test results should be reported with quantitative results,
and an interpretative comment that indicates whether the
findings are compatible with the presence/absence of LA. This
is important as many clinicians may not be aware of the
significance of all the complex testing procedures carried out by
the laboratory. Comments such as borderline or dubious LA
are highly discouraged and in these cases the comment should
be limited to the following: to be tested again in 1 week.
Interpretation of results
Integrated tests
Integrated tests include screening and confirmation in a single
procedure. Such tests consist of testing the plasmas under
investigation twicebymeansof thedRVVT[13]orAPTT[13,14]
performed in parallel at low (screen) and high (confirm)
phospholipid concentrations. In principle, these tests do not
require performance of the mixing test and the results may be
interpreted according to the specific cut-off values by calculating
either the percentage correction [(screen ) confirm)/
screen · 100] [13] or the LA ratio (screen/confirm) [15]. Both
the percentage correction and the LA ratio may benefit from
normalizationofresultsagainstaPNPruninparallelwiththetest
plasmas [(screen/confirm) patient divided by (screen/confirm)
PNP]. Some of the above tests are designed to measure the
coagulation times on amixture of patient and PNP [14].
LA detection during acute thromboembolic events Caution
should be exercised in interpretation of the results of tests
performed close to a thromboembolic event as patients may be
treated with full doses of unfractionated heparin and/or
vitamin K antagonists (VKA). Furthermore, acute-phase
reactants as FVIII may be increased during acute events.
LA detection in patients on long-term vitamin K antagonists
(VKA)
1 The interpretation of results is difficult because of the
prolonged basal clotting time. To avoid misinterpretation, it
is recommended to perform laboratory procedures 1 to
2 weeks after discontinuation of treatment or when the
international normalized ratio (INR) is less than 1.5.
Bridging VKA discontinuation with LMWH is recom-
mended with the last dose of LMWH administered more
than 12 h before the blood is drawn for LA testing.
2 Alternatively, if the INR is between 1.5 and < 3.0, a 1:1
dilution of patient plasma and PNP can be considered. Note,
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that the interpretation of results may still be difficult and that
the LA titer will be diluted 2-fold.
3 Detection procedures by Textarin(Taipan)/Ecarin clotting
times [17,18] or integrated tests (i.e. % correction for APTT,
SCT and dRVVT at low and high phospholipid concentra-
tion) [13] are not currently recommended as they require
further critical evaluation.
Antiphospholipid antibody profiles ALA result should always
be considered in the context of a full laboratory aPL profile
comprising anticardiolipin (aCL) and antib2glycoprotein I
(ab2GPI) antibodies ELISAs. The presence of medium-high
titers aCL and ab2GPI of the same isotype (most often IgG) is
in agreement with a positive LA and identifies patients at high
risk for thrombosis. Less information is available for the
correlations with fetal losses. Isolated LA positivity is
significantly more frequent in subjects without clinical events
[19] or may be false-positive especially if identified as mild in
potency, if it is found in elderly patients or if it is diagnosed for
the first time [7].
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